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論　文　内　容　の　要　旨
〔研究の目的〕
フィプロネクチン（Fibronectin；FN）が発生初期脳のダリアで産生され、神経細胞の
増殖や神経突起の成長を促すことが知られている。本研究の目的は正常の中枢神経には存在し
ないFNが大脳皮質の損傷後に出現するかどうか、およびその由来、経時変化を光顕免疫組織
化学的に明らかにするとともに、陽性構造の詳細な形態を免疫電顧的に検索することにある。
得られた結果をもとに、FNが神経の可塑性や再生に関与する可能性を考察した。
〔方　法〕
1）FNの抽出と抗血清の作製：FNの抽出はイヌ血覚よりVuentoらの報告を改変した方法
により行った。FNの精製度は免疫電気泳動及びSDS－PAGEにより検定した。抗血清は
精製したFNをウサギに免疫することにより作製した。抗血清の力価と特異性は免疫スポッ
ト法及び免疫電気泳動法を用いて確認した。
2）大脳皮質傷害ラットの作製と免疫組織化学法：Wistar系成熟ラット（150～200g）を
用いて観血的な頭頂皮質下軸索切断法及び非観血的な紫外線照射法を施行した。後者は脳を
虚血状態にして傷害効果をより増強させた。上記処置ラットの組織修復過程を抗FN抗体を
用いた免疫組織化学法により検討した。免疫組織化学法はKimuraらの方法により聴流固
定したラット脳をクリオスタットで厚さ20umの切片としその切片を抗FN抗体に浸したの
ちABC免疫組織化学法により行った。また免疫電顕法は以上のように免疫染色した切片を
オスミウム酸にて固定したのちエボン包埋し超薄切片を作製し観察した。
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〔結　果〕
1）ゼラチンーセファロースカラムクロマトグラフィによって抽出されたFNはSDS－PAGE
において近接した2本のバンド（還元型）として認められ、免疫電気泳動にては1本の免疫
沈降線として認められた。
2）抗血清の力価は免疫ブースタ注射のたびに上昇したが、注射第5回目の抗血清を研究に用
いた。この抗血清はとトやラット等のFNと広く免疫交叉したが、血党のFN以外の成分と
は反応を示さなかった。
3）無処置対照群成熟ラット脳においてFN様免疫陽性反応は脈絡叢、髄膜及び血管内壁等に
は認められたものの脳実質には認められなかった。一方、大脳皮質を外科的軸索切断あるい
は紫外線照射のいずれによって傷害した場合でも早期にはFN様免疫陽性反応はその傷害領
域の神経細胞やグリア細胞の細胞質に含有されるが、それらの細胞の核には認められなかっ
た。また神経細胞から伸びる軸索のかなり遠位部にまで陽性反応が認められた。傷害後期に
は傷害部位以外のいくつかの領域にFN様免疫陽性反応が認められた。まず傷害側と同側の
皮質脊髄路が通る内包、大脳脚から延髄錐体路に顆粒状の免疫陽性反応が認められた。この
反応は経目的に増強する傾向を示した。同側の視床では後内側腹側核、後外側腹側核、背外
側核及び後核群に陽性反応が認められ、とくに後内側腹側核では一部膨らんだ神経線経や神
経細胞に接して存在する神経終末様の構造物に陽性反応が認められた。その他、両側の中脳
被蓋、橋核及び中脳から延髄網様体等の傷害皮質と連絡を有する部位にも顆粒状の陽性反応
が認められた。この傷害後期に出現する陽性構造をさらに詳細に検討するために免疫電顕検
索を行った。無処置の対照群ラットの延髄錐体路には神経細管、神経細糸及びミトコンドリ
アを含有する有髄の軸索が多数認められるが、軸索切断4過後の錐体路にはこのような構造
は認められず、代わりに多数の大小さまざまな小胞を含有する変形した軸索が混在していた。
無処置対照群の錐体路は抗FN抗体を用いる免疫電顕法では陰性所見を示した。これに対し
て、軸索切断4週後の錐体路では免疫電顕的にFN様免疫陽性反応産物は前述の変形軸索の
軸索形質内に認められた。また同処置4週後の同側の視床には、電顕的に再生を思わせる膨
らんだ神経終末に免疫陽性反応を認めた。
〔考　察〕
正常の中枢神経系には存在しないFNが、傷害早期には神経細胞やグリア細胞に含有され、
また傷害後期にはその神経投射路の再生軸索に一致して認められた。従って神経細胞体に出現
したFNが軸索流によって末梢側へ輸送されたものと推察される。FNの由来については、細胞
質内に血液由来のFNを取り込んだという可能性の他に、非観血的な紫外線照射法による検討
や培養神経細胞がFNを合成するという報告から考えると、傷害を受けた神経細胞がFNを産
生しこれを末梢へ送る可能性も考えられる。傷害を受けた神経細胞に含有されるFNの役割は、
例えば変性に陥った壊死片を除去する役割を担うグリアの貪食作用を促進することにあるかも
知れない。この他、再生軸索の伸展は周囲組織との接着と離反の繰り返しであるという観点か
らすると、軸索の成長にFNが重要な役割を担っているとも考えられる。さらには、シナプス
形成を神経細胞間の接着であると考えると、細胞間接着物質であるFNがこの機構にも関与す
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るかも知れない。
〔結　論〕
正常のヰ枢神経系には存在しないFNが大脳皮質損傷後に出現し、傷害早期には傷害部位の
神経細胞やグリア細胞に認められ、さらには傷害後期に皮質下行路の再生を思わせる軸索に局
在することを抗FN抗体を用いた免疫組織化学法により証明した。FNは神経組織の修復過程
のとくに再生に重要な役割を有していることが示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
フィプロネクチン（FN）が細胞間の接着に大切な因子であることはよく知られており、組織
の再生過程にも大切な役割を持っていると考えられている。本研究は、正常脳には存在しない
とされているFNが、大脳皮質損傷時には出現し、ニューロンの再生過程と密接に関係してい
ることを免疫組織化学的に証明したものである。
まず、イヌ血党におけるFNの抽出に険し、従来の方法を改変することによって純度の高い
FNを得ることができ、次いで、このFNを用いて高力価で特異性の高い抗FN抗体を作製す
ることに成功した。
大脳の頭頂皮質の損傷は、一般に行われている観血的な皮質下切断によるほか、非観血的な
虚血と紫外線照射によって与えられた。この方法は出血による影響を除外するためである。処
置後、FN様免疫反応は早期には損傷部位のニューロンやダリアの核周部に認められるととも
に、少し離れた軸索にも認められた。4過から8週後には、傷害側の皮質下行路が通る内包、
大脳脚および延髄錐体にも明らかに免疫陽性産物がみられるようになり、さらに同側の視床の
外側核、腹側核、後核でも、ニューロンの間の膨れた軸索の尖端ないし終末を思わせる構造に
陽性反応が認められた。その他、傷害された皮質と連絡をもつ中脳被蓋、橋核、網様体にも同
様の反応が現れた。免疫電顕法による検索では、4週後には延髄錐体を通る錐体路の変形した
軸索形質内に、電子密度の高い免疫反応産物が検出され、さらに同様の反応産物は同側の前述
の視床核でも再生した神経終末に一致して認められた。
この研究は、正常の脳組織には認められないFNが損傷により出現し、時間の経過とともに
再生した軸索と終末にみられるようになり、さらにシナプスの新生にも重要な役割を持つこと
を示したもので、神経科学の領域に大きく貢献するものと思われ、医学博士を授与するに十分
値するものと認められる。
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